Modification and applications of Taq DNA polymerase by 林晴
学校编码：10384                                     分类号      密级        




硕  士  学  位  论  文 
                                           
Taq DNA 聚合酶的改造及应用 
Modification and applications of Taq DNA polymerase 
           
林 晴 
指导教师姓名：李 庆 阁 教授  
专  业 名 称：医学细胞生物学 
论文提交日期：2007 年 7 月 16 日 
论文答辩时间：2007 年 8 月 1 日 
学位授予日期：    
  
答辩委员会主席：章晓波 研究员 
评    阅    人：卢圣栋 张贺秋 
 













































  1、保密（ ），在   年解密后适用本授权书。 




作者签名：      日期：  年 月 日 






















本论文对 Taq DNA 聚合酶展开了研究，从 Taq DNA 聚合酶表达载体出发，对
其进行定向改造，分别用于探针检测 PCR 体系和焦磷酸水解激活的聚合酶反应
（PAP）技术，最后制备其抗体达到热启动 PCR 的目的。 
第一章，概述了 Taq DNA 聚合酶在 PCR 中的应用，普通 Taq DNA 聚合酶虽然
得到广泛使用，但是仍然存在不足。各个实验室针对 Taq DNA 聚合酶的不足进行
了不同形式的改造，以降低或消除酶的 5'→3'核酸外切酶活性，提高酶的续进性、
忠实性、特异性和耐热性等。 
第二章，我们也通过定点突变和缺失突变的方法在基因水平对 Taq DNA 聚合
酶进行改造，以消除酶的 5'→3'核酸外切酶活性和降低 Taq DNA 聚合酶对 ddNTP
的抵抗，并对改造后的酶蛋白进行表达纯化。 
第三章，将改造的酶进行了各方面的应用。第一，应用于探针检测实时 PCR
体系。在各种基于探针检测的实时 PCR 体系中，使用普通的 Taq DNA 聚合酶，有
时看不到 S 型信号升起，在 PCR 循环的开始，探针的荧光信号本底就很高。我们
将改造后的酶应用于探针检测，发现可以很好地解决这一问题，同时也进一步验
证了初始荧光信号本底高是由于探针的荧光基团被具有 5'→3'核酸外切酶活性的
Taq DNA 聚合酶酶切造成。第二，应用于 PAP 技术。PAP 技术即焦磷酸水解激活的
聚合酶反应技术。在 PAP 反应体系中，应用普通的 Taq DNA 聚合酶无法进行突变
的检测，我们改造后的 Taq-FS DNA 聚合酶，可以成功地解决这一问题，进行稀
有突变的检测，可以区分单碱基的差异。第三，酶抗体应用实现热启动 PCR。在
PCR 反应中，由于 Taq DNA 聚合酶在低温下也具有活性，在 PCR 反应开始之前容
易产生非特异性的扩增以及产生引物二聚体，为了解决这个问题，我们制备了酶
的抗体，在低温下形成抗原抗体复合物使酶失去活性，只有在较高的温度下酶才
得以释放发挥活性。极大的提高了 PCR 反应的特异性和灵敏度。 
 
 


















This dissertation consists of three parts. It focuses on modification and applications 
of Taq DNA polymerase. Starting from complete sequence of Taq DNA polymerase, we 
made a variety of modified Taq DNA polymerases and applied them to real-time PCR, 
pyrophosphorolysis-activated polymerization (PAP) and hot-start PCR. 
   In chapter 1, we reviewed the wide applications of Taq DNA polymerase in PCR. 
Because natural Taq DNA polymerase has some deficiencies and thus many researcher 
had modifies Taq DNA polymerase to achieve higher fidelity, processivity, and 
specificity. Also, Taq DNA polymerase was modified to achieve hot-start PCR by using 
physical, chemical as well as antibody methods. 
In chapter 2, we first reduced or deleted the 5′-nuclease activity of Taq DNA 
polymerase by introducing G46D mutation and by deleting the 5′-nuclease domain. We 
also prepared and purified Taq-FS DNA polymerase that has no incorporation 
discrimination against different type of dNTPs. 
   In chapter 3, we applied the modified Taq DNA polymerase in three different areas. 
Firstly, we used mutated Taq DNA polymerase in displacing probe-based real-time 
PCR. We found that the modified Taq DNA polymerase could avoid the false signal 
caused by 5' to 3' exonuclease activity of Taq DNA polymerase. Secondly, we used 
Taq-FS in PAP that could greatly improve the efficiency of PAP for rare mutation 
detection. Thirdly, we used prepared antibodies against Taq DNA polymerase to 
achieve hot-start PCR. Rabbit antibodies of Taq DNA polymerase could inhibit the 
activity of Taq DNA polymerase at low tempreture. By heating at high temperature, the 
antibody was denaturalised and the activity of Taq DNA polymerase was recovered. 
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    含 Taq DNA 聚合酶基因的质粒，pSE380，DH5α 及 BL21（均为本实验
室保存）；扩增引物，测序引物，突变引物(均为上海 Sangon 公司合成)； 





























































































§2.2.1.1 G46D mutation 
§2.2.1.1.1 Taq DNA 聚合酶质粒的提取 
    为了将酶基因的第46位氨基酸甘氨酸突变为天冬氨酸。本实验中以Taq 
DNA 聚合酶基因作为模板进行定点突变。首先,将转化了含有 Taq DNA 聚
合酶基因质粒的大肠杆菌划平板后挑单菌落,接种于 5mL LB 液体培养基（含
氨苄 100μg/mL)中,37℃振荡培养过夜.然后按照质粒提取试剂盒的步骤提
取质粒. 后用 TE 溶液（10mmol/L Tris-HCl pH8.0,2.0mmol/L MgCl2）溶解
质粒并稀释到终浓度约为 50ng/μL -20℃储存备用。 
§2.2.1.1.2 E.coli DH5α感受态细胞的制备 
    挑取单菌落至 2mL LB 液体培养基中,37℃振荡过夜.取 500μL 过夜培养
的菌液,接种于 50mL LB 液体培养基中,培养至 OD600=0.3 左右,转移到 50mL
灭过菌的离心管中,冰浴 30min 后,在 4℃条件下 4,000rpm 离心 10min.弃去
上清,加入 30mL 0.1mol/L MgCl2-CaCl2溶液悬浮沉淀,冰浴 5min,在 4℃条件
下 4,000rpm 离心 10min.弃上清,加入 2mL 含 15%甘油的 CaCl2(浓度为
0.1mol/L)溶液悬浮细胞,每管按 200μL 分装,-80℃保存备用。 
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(NH4)2SO4,200mmol/L Tris-HCl pH8.8,20mmol/L MgSO4,1% TritonX-100, 
1mg/mL BSA )5μL，10mmol/L dNTP 0.5μL，突变引物各125ng,1U pfu酶，
含50ng质粒模板1μL，加ddH2O至50μL。 









forward ：5'-GTG CAG GCG GTC TAC GAC TTC GCC AAG AGC CTC-3' 





















































Figure 2-1 site-dircted mutagenesis method. 
 
§2.2.1.2 G46D+F667Y mutation 
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突变的方法同上,在第一次突变的基础上再进行 667 位点的突变。将酶
基因第 667 位点的苯丙氨酸突变为酪氨酸。 
突变引物: 
forward：5′-GCG GCC AAG ACC ATC AAC TAC GGG GTC CTC TAC GGC-3′; 
reverse：5′-GCC GTA GAG GAC CCC GTA GTT GAT GGT CTT GGC CGC-3′ 
Tm=78.78℃ 
§2.2.2 KlenTaq 的制备  
§2.2.2.1 KlenTaq 缺失突变的引物设计及 KlenTaq 片段扩增 
KlenTaq 缺少肽链 N端的 278 个氨基酸，降低酶的 5'→3'端核酸外切酶
活性，我们在酶基因第 829 碱基处设计上游引物，在酶基因的末端设计下游
引物，并在引物的 5'端分别添加上两个限制性内切酶 Nco I 和 Bgl II 的酶
切位点。通过 PCR 反应体系以酶基因为模板对酶基因 KlenTaq 基因片段进行
扩增。扩增片段约为 1.7kb，扩增产物放置于 4℃备用。 
25μL 反应体系：10×buffer 2.5μL，2mmol/L MgCl2 ,0.4μmol/L 引物，
200μmol/L dNTPs，1U Pfu 酶,模板 5μL。 
反应条件为:95℃ 3min,94℃ 20s,55℃ 20s,72℃ 20s，30 个循环。 
扩增引物： 
   PSE278-1:5’-GGAACCATGG（Nco I）GCCTCCTCCACGAGTTCGGCC-3’  
PSE278-2：5’-CCTTAGATCT（Bgl II）CGACTCTAGA GGATCTATCACTCCTTGG-3’  
§2.2.2.2 KlenTaq 片段的回收 
    KlenTaq DNA 片段用胶回收试剂盒回收。切下含 DNA 的琼脂块（尽可
能小），放入 1.5mL Eppendorf 管中。按每 100mg 琼脂糖加入 300μL S1 溶
液的比例加入 S1 溶液，放置于 55℃水浴 10min，每 2min 颠倒混匀一次。若
琼脂糖重量小于 100mg，用 ddH2O 补充至 100mg。务必确保琼脂糖块完全溶
化，高浓度的 Agarose 胶（>2%）及一些特殊的胶需要增加 S1 溶液的使用量。
加入1/3 S1溶液体积的异丙醇，混匀，55℃水浴1min。（总体积此时为500μL）
将溶化后的 Agarose 溶液移入吸附柱，高速离心 1min，倒掉收集管中的液
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中。再在吸附柱中加入 450μL W1 溶液，高速离心 30s。倒掉收集管中的液
体，将吸附柱放入同一个收集管中。高速离心 1min，将吸附柱放入一个干
净 1.5ml 的离心管中，在吸附膜中央加入 30μL T1 溶液，静置 1min 后，高
速离心 1min，将回收的 DNA 于 1.5mL 离心管贮存于-20℃。（若室温低于 20
℃，静置时间延长至 5min，或者在 50℃水浴静置 1min，以确保 DNA 完全溶
解并洗脱下来。） 
§2.2.2.3 载体和 KlenTaq 片段双酶切连接 
    pSE380 质粒载体多克隆位点上存在 Nco I 和 Bgl II 的酶切位点，将载
体和回收产物进行双酶切后再次胶回收后连接，构建含有 KlenTaq 片段的质
粒。将连接好的质粒转化到感受态细胞。 
    30μL 酶切体系：10×buffer 3μL,质粒或外源片段 5μL，Nco I 及 Bgl II
各 1μL，加入 ddH2O 至 30μL，37℃酶切 1.5h 后胶回收。 
连接：用紫外分光光度计测量，载体及 KlenTaq 片段使用等摩尔量，然
后加入等量的高效连接液 16℃连接 2h 后进行转化。 




将菌液涂氨苄板,正放 10min 后倒置于 37℃恒温箱培养 16h。 后挑菌验证，
并保存阳性克隆菌株。 
§2.2.3 Taq-N 的制备 
§2.2.3.1 Taq-N 缺失突变的引物设计及 Taq-N 片段扩增 
Taq-N 即 Taq DNA 聚合酶 C 端 510 个氨基酸缺失,仅具有酶的 5'→3'外
切酶活性。同样通过 PCR 方法进行缺失突变。以酶基因作为模板，在酶基因
的起点设计上游引物，第 966 位点设计下游引物，对 Taq DNA 聚合酶的 N
端进行扩增。在引物的 5'端分别插入两个限制性内切酶 EcoR I 和 XbaⅠ的
酶切位点。然后用同样的方法进行回收、酶切、连接、转化。 
25μL 反应体系：10×buffer 2.5μL，2mmol/L MgCl2,0.4μmol/L 引物，
200μmol/L dNTPs，1U Pfu 酶,模板 5μL。 
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